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@ Verfahren zur Reinigung sowie Pasteurisierung von Urokinase 

Es wird ein Verfahren zur Reinigung sowie Pasteurisierung 
von Urokinase mit der Hilfe eines lonenaustauschers be- 
schrieben, wobei ein Produkt mit gunstigem Verhaltnis an 
hochmolekularer zu niedermolekutarer Urokinase erhalten 
wird. 

Das Produkt kann fur therapeutische Zwecke verwendet 
werden. 
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Patentanspriiche : 

1. Verfahren zur Reinigung von Urokinase, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl eine LSsung von Urokinase mit einem 
Kationenaustauscher, der Urokinase binden kann in 
Kontakt gebracht wird, der beladene Austauscher durch 
eine Stuf en-Elution von Verunreinigungen mit proteo- 
lyti scher AktivitSt befreit und die Urokinase eluiert 
und gegebenenfalls pasteurisiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafl eine entsalzte LSsung von Urokinase verwendet 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl eine mit einem Anionenaustauscher behandelte 
LSsung von Urokinase verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das die Urokinase enthaltende Eluat in Gegenwart 
von Saccharose und gegebenenfalls Glycin 1 bis 20 
Stunden bei einer Temperatur von 40-90°C und einem pH 
kleiner als 6, vorzugsweise von 4 bis 5,95, pasteuri- 
siert wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Urokinase enthaltende Losung von Salz be- 
freit, die salzarme Losung gegebenenfalls mit einem 
Anionenaustauscher zusammengebracht und der Austau- 
scher abgetrennt, gegebenenfalls der Oberstand oder 
andernfalls die LSsung auf einen pH von 5,4-5,6 ein- 
gestellt und mit CM-Cellulose zusammengebracht, der 
Austauscher abgetrennt, mit einem Puffer mit ein^i pH 
von 5,4-5,6 und einer Leitf Shigkeit zwischen 5 und 

10 mSi gewaschen und die Urokinase mit einem Puffer 
mit einem pH von 5,5 bis 9,5, eluiert und gegebenen- 
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falls die erhaltene urokinaselosung mit 400-600 g/1 
Saccharose und 1-3 mol/1 Glycin versetzt und 1-20 
Stunden auf eine Temperatur von 40-90° C, vorzugsweise 
55-65 °C, bei einem pH kleiner als 6, vorzugsweise von 
4 bis 5,95, erhitzt wird. 

Verwendung einer Urokinase-Praparation nach einem der 
Anspruche 1 bis 5 fur therapeutische zwecke. 
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Verfahren zur Reinigung sowie Pasteurisierung von 
Urokinase 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung sowie 
Pasteurisierung von Urokinase. Eine nach diesem Verfah- 
ren gewonnene Urokinase kann als Thrombolytikum verwendet 
werden. 

5 

Plasminogen wird unter dem Einflufl von Katalysatoren in 
Plasmin umgewandelt. Zu den Katalysatoren dieser Reaktion 
zahlt Urokinase. Urokinase ist beispielsweise in Spuren 
im Urin des Menschen zu finden. Die Anwendung von Uroki- 

10 nase zur Thrombolyse ist bekannt. Es ist auch bereits 
bekannt, daG die handelsublichen Urokinase-PrSparate 
haufig aus einer Mischung einer hoch- (54.000 M.W.) und 
einer niedermolekularer (33.000 M.W. ) Form der Urokinase 
bestehen. Die hochmolekulare Urokinase (HMW-UK) ent- 

15 spricht der nativen Form des Molekiiles, wahrend die 

niedermolekulare Form (LMW-UK) ein proteolytisches Ab- 
bauprodukt der HMW-UK darstellt. 

Fur die therapeutische Anwendung wird die HMW-UK vorge- 
20 zogen, weil sie der natiirlichen Form entspricht. Ob die 
Umwandlung in die niedermolekulare Form durch Autokata- 
lyse oder durch kontaminierende Proteasen bewirkt wird, 
ist ungeklart (J. Biochem. 90 (225-232) 1981; Thromb. 
Res. 23 (541-547) 1981). 

25 

Es sind bereits verschiedene Methoden zur Isolierung und 
Reinigung von Urokinase beschrieben worden. Diese Ver- 
fahren fiihren vorwiegend zur Herstellung von Urokinase- 



'■ ■ ■- 



3439980 



Praparaten, welche durch ein ungiinstiges Verhaltnis von 
HMW- zu LMW-UK gekennzeichnet sind. 

In DE-OS 28 15 853 ist eine Methode fur die Gewinnung 
5 der HMW-Urokinase beschrieben. Die Ausbeute bei der 
Anwendung dieses Verfahrens ist, verursacht durch die 
Entfernung der LMW-Anteile, sehr gering, auch weil der 
Abbau der HMW-Urokinase nicht verhindert wird. 

10 Die vorliegende Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, 
eine Urokinase- Preparation mit einem hohen Anteil an 
HMW-Urokinase, wie er im Urin zu finden ist, und hoher 
Stabilitat herzustellen. 

15 Es wurde uberraschenderweise gefunden, dafi durch Bindung 
der Urokinase aus einer Losung an einen Kationenaustau- 
scher und eine Stuf en-Gradienten-Elution Urokinase mit 
guter Ausbeute von begleitenden Proteinen abgetrennt 
werden kann und dieser Reinigungsvorgang die Stabilitat 
20 der HMW-Urokinase wesentlich erhoht. Es wurde weiterhin 
uberraschenderweise gefunden, dafl der Abbau der HMW- 
Urokinase wMhrend einer Hitzebehandlung zur Inaktivierung 
von viren durch Verdunnen der Urokinaselosung auf eine 
Konzentration von 10,000 bis 100.000 IU/ml Oder Einstel- 
25 len auf einen pH-Wert kleiner als 6, vorzugsweise von 4 
bis 5,95, verhindert werden kann, 

Diese drei Ver f ahrensweisen konnen kombiniert werden. 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur 
Reinigung von Urokinase, worin fremde Stoffe mit proteo- 
lytischer Aktivitat entfernt werden, und das die Herstel- 
lung eines Produktes von hoher Stabilitat in guter 
Ausbeute ermoglicht. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren fur 
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die Pasteurisierung einer Losung von Urokinase ohne we- 
sentliche Verringerung des HMW-UK-Anteils und der Uroki- 
nase-Aktivitat . 

5 Gegenstand der Erfindung ist besonders ein Verfahren 

zur Reinigung von Urokinase, dadurch gekennzeichnet , dafl 
eine Losung von Urokinase mit einem Kationenaustauscher 
in Kontakt gebracht wird r der beladene Austauscher durch 
eine Stuf en-Elution von Verunreinigungen mit proteolytic 
10 scher Aktivitat befreit und die Urokinase eluiert wird. 

Als Ausgangslosung kann beispielsweise Urin eingesetzt 
werden. 

15 Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur In- 
aktivierung von pathogenen Viren in einer Urokinaselosung 
durch eine Hitzebehandlung, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Urokinaselosung nach Einstellung auf einen pH-Wert 
kleiner als 6 r vorzugsweise von 4 bis 5,95, und eine 

20 Urokinase- Konzentration von 10*000 bis 100.000 IU/tnl in 
Anwesenheit eines Mono- oder Disaccharids oder Zuckeral- 
kohols und gegebenenf alls einer Aminosaure mindestens 1 
Stunde, vorzugsweise 8 bis 20 Stunden, bei einer Tempera- 
tur von 40-90°C / vorzugsweise 55-65°C f erhitzt wird. An- 

25 schlieBend kann die Urokinaselosung konzentriert und ste- 
rilfiltriert warden. Die Konzentration des Saccharids ist 
vorzugsweise 400-600 g/1, die der Aminosaure 1-3 mol/1. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner die Anwendung eines 
30 auf diese Art hergestellten Praparates fur therapeuti- 
sche Zwecke, das insbesondere durch Injektion r Perfusion 
oder analoge Weise verabreicht werden kann. 

Falls die Urokinase enthaltende wassrige Losung storende 
35 Mengen Salze enthalt, wird sie zweckmMfl igerweise weit- 
gehend von diesen befreit. 
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Weitere begleitende unerwiinschte Proteine konnen gegebe- 
nenfalls beispielsweise mit Hilfe eines Anionenaustau- 
schers entfernt werden. 

5 Bin bevorzugtes Verfahren besteht darin, dafi aus der die 
Urokinase enthaltenden Losung gegebenenf alls Salze ent- 
fernt werden, gegebenenf alls die salzarme Losung mit 
einem Anionenaustauscher zusammengebracht und der Aus- 
tauscher abgetrennt, gegebenenf alls der Oberstand oder 

10 andernfalls die entsalzte Losung auf pH 5 bis 6, vorzugs- 
weise 5,4-5,6, eingestellt und mit einem Kationenaus- 
tauscher , vor zugsweise CM-Cellulose , zusammengebracht 
wird. Der Kationenaustauscher wird mit einem Puffer, 
vorzugsweise bei pH 5,5, vorzugsweise mit einer Leit- 

15 fahigkeit zwischen 5 und 10 mSi (20°C), gewaschen, und 
die Urokinase mit einem Puffer zwischen pH 5,5 und 9,5, 
vorzugsweise zwischen 6,5 und 9, vorzugsweise mit einer 
Leitf ahigkeit zwischen 20 und 30 mSi <20°C) eluiert. 

20 In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm kann man 
so verfahren, dafl man die Urokinase enthaltende Losung, 
beispielsweise Urin, gegebenenf alls entsalzt, gegebenen- 
falls durch Behandeln mit einem Anionenaustauscher von 
Verunreinigungen befreit, die Losung auf pH 5,-5 ein- 

25 stellt, mit CM-Cellulose versetzt, diese abtrennt und 
mit einem Puffer von .pH 5,5 enthaltend 0,07 mol/1 
Natriumacetat und 0,5 mol/1 Glycin (Leitf ahigkeit : 0 bis 
5 mSi; 20° C) wascht, sie dann mit einem Puffer, enthal- 
tend 0,15 mol/1 Natriumacetat und 0,5 mol/1 Glycin, pH 

30 5,5 (Leitf ahigkeit: 5 bis 10 mSi; 20°C) wascht und dann 
die Urokinase mit einem Puffer bei pH 9 (Leitf ahigkeit : 
20 bis 30 mSi; 20°C) eluiert. 

Man kann weiterhin so verfahren, dafl man das Eluat auf 
35 einen pH-Wert von 5,5 einstellt und nach Zusatz von 

einem Mono- oder Oligosaccharid oder Zuckeralkohol , vor- 



zugsweise 1 kg/1 Saccharose, und gegebenenf alls einer 
wasserloslichen Aminosaure, vorzugswseise 112 g/1 Glycin r 
bei einer Endkonzentration zwischen 10.000 und 100,000 
IU/ml Urokinase, vorzugsweise 50.000 lU/ml, 10 Stunden 
5 bei 60°C erhitzt, konzentriert und sterilf iltriert . 

Ein auf die beschriebene Weise hergestelltes Praparat 
zeichnet sich dadurch aus, dafl es das der Ausgangslosung 
entsprechende Verhaltnis an HMW/LMW- Urokinase und eine 
10 hohe Reinheit aufweist und zugleich eine gute Stabilitat 
besitzt. 

Wenn beispielsweise ein Ausgangsmater ial mit einem ver- 
haltnis von hochmolekularer zu niedermolekularer Uroki- 

15 nase von 70/30 eingesetzt wurde, dann wurde ein Produkt 
mit gleichem Verhaltnis von HMW- zu LMW-UK in einer Aus- 
beute von 85% und in einer Reinheit von liber 90% erhal- 
ten. Falls das Waschen des Kationenaustauschers unter- 
blieb, war das HMW/LMW- Verhaltnis des Produkts 55/45, 

20 die Ausbeute 90% und die Reinheit unter 60%. In diesem 
Pall war auch die Stabilitat des Endproduktes geringer. 
Das Polymerenverhaltnis verschob sich zugunsten des 
niedermolekularen Anteils beim Stehenlassen einer Losung 
bei Raumtemperatur . 

25 

Das Verhaltnis HMW/LMW-UK wurde nach Auftrennung der 
beiden Formen auf einer Mono-S-saule ( FPLC- Pharmacia ) 
durch Bestimmen der amidolytischen Aktlvitat ermittelt. 

Ausbeute und Polymerenverhaltnis des Endprodukts sind 
vom pH wahrend des Erhitzungsschrittes abhangig. Vor- 
teilhaft ist ein pH von etwa 5,5, wobei ein gxinstiges 
Verhalntis von hochmolekularer au niedermolekularer Uro- 
kinase bei sehr guter Ausbeute erhalten wird. 

Die Erfindung soli durch das nachstehende Beispiel naher 
erl&utert werden. 
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Beispiel 

1. Reinigung 

Die urokinase-haltige Ausgangslosung wurde bei 4°C durch 
5 Gelf iltration von Salz bef reit, der Durchlauf gesammelt 
und mit DEAE-Cellulose bei pH 8 von Verunreinigungen 
bef reit. Der Durchlauf wurde mit 300 g/1 Saccharose und 
37 , 5 g/1 Glycin versetzt, mit Salzsaure auf pH 5,5 ein- 
gestellt, bei 4°C mit CM-Cellulose versetzt, die mit 

10 einer 0,07 mol/1 Natrium-Acetat und 0,5 mol/1 Glycin 

enthaltenden Losung mit pH 5 r 5 aquilibriert worden war, 
und 1 Stunde geriihrt. Das Gel wurde trocken gesaugt, mit 
dem Squilibrierpuf f er gewas'chen, in eine Saule gefullt, 
mit einem Puffer, enthaltend 0,15 mol/1 Natrium-Acetat 

15 und 0,5 mol/1 Glycin, pH 5,5 (Leitf ahigkeit : 7,8-8,1 
mSi, 20°C), gewaschen, f und anschliefcend die Urokinase 
mit einer Losung, enthaltend 0,2 mol/1 Natrium-Acetat 
und 0,5 mol/1 Glycin, pH 9,0 (Leitf ahigkeit: 26-30 
mSi, 20°C) eluiert. 

20 

2 . Virus-Inaktivierung 

Das Eluat wurde mit 1 kg Saccarose und 112 g Glycin pro 

Liter versetzt, mit Salzsaure auf pH 5,5 eingestellt, 

auf eine Konzentration von 50.000 IU/ml Urokinase ver- 

25 dunnt und anschliefcend 10 Stunden bei 60°C erhitzt. Die 

• * 

erhitzte Urokinase-Losung wurde konzentriert und an- 
schlieflend sterilf iltriert . 
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